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研究成果の概要： 
 孤発性筋萎縮性側索硬化症（ALS）では、グルタミン酸受容体サブユニットのRNA編集異
常が発症に関与し、編集酵素ADAR2の活性低下によると推定されている。未知のADAR2の
基質が重要な役割をしているものと考えられ、本研究ではADAR2の基質となる新規RNA分
子の同定を試みた。ヒト小脳からADAR2結合RNAを抽出し、マイクロアレイにより解析し
た。分析を行った候補遺伝子配列からは編集部位と思われる塩基置換は認められなかった。
本研究でADAR2の基質候補となるデータベースを構築しており、今後のRNA編集機構なら
びにALS発症メカニズムの研究の加速を保証した点は重要である。 
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１．研究開始当初の背景 
 神経変性疾患の多くはその発症機構が未
だ解明されておらず、根治的治療を難しくさ
せている。代表的な疾患である筋萎縮性側索
硬化症（ALS）は脊髄運動ニューロン・上位
運動ニューロンが選択的に侵され脱落して
いき、意識ははっきりとした中、死に至ると
いう極めて熾烈な緩徐進行性の疾患である。
ごく一部の家族性ALSでは原因遺伝子が同
定されているが、大部分を占める孤発性ALS
ではその原因は確立したものがなかった。 
 遺伝子からmRNAが形成される過程で、遺
伝情報が書き換えられることをRNA editing
 (編集)と呼ぶが、本研究代表者は孤発性AL
Sの運動ニューロンでグルタミン酸受容体（
GluR-Bサブユニット）の編集異常（GluR-B 
editing deficiency）を初めて報告した（Taku
ma et al., Ann Neurol1999）。このことは共同
研究者達により単一細胞レベルでも確認さ
れている（Kawahara et al., Nature 2005）。
このGluR-B遺伝子のRNA編集はADAR (ade
nosine deaminase acting on RNA)という酵
素で触媒される。哺乳類ではADAR1-3の3種
類が知られているが、GluR-Bの編集はADA
R2により触媒されることが動物脳で示され
ており、ヒト脳でも同様であると考えられる
。このADAR2の発現が孤発性ALS患者運動
ニューロンで低下していることも示唆され
ており（Kawahara & Kwak, 2005）、ALSに
おけるGluR-BのRNA編集異常は、編集酵素A
DAR2の活性低下によると推定される。しか
しながら、ADAR2活性低下あるいはGluR-B
編集異常が運動ニューロンの細胞死を引き
起こすメカニズムは不明のままである。 
 グルタミン酸受容体サブユニットのうち
チャネルのCa2+透過性を決定するのはGluR-
Bである。GluR-Bを含むAMPA受容体のCa2+
透過性は低く、1つも含まないと透過性が高
い。また未編集のGluR-Bを含むAMPA受容体
はCa2+透過性が高いので、RNA編集率の低下
は、編集型GluR-Bの減少と同様、AMPA受容
体のCa2+透過性を高める。GluR-B編集異常に
より起こる神経細胞内へのカルシウム流入
の増加が細胞死に関係している可能性があ
る。 
 この仮説を検証するために研究代表者はP
.H.Seeburg教授（ドイツ・Max-Planck医学研
究所）の下でGluR-B遺伝子の改変により、
脊髄運動ニューロン特異的にGluR-Bの編集
が極端に低下したマウス、脊髄運動ニューロ
ン特異的GluR-B遺伝子欠失マウスを作成し
、運動ニューロン特異的にカルシウム流入が
増加したモデルマウスについて解析した。し
かし生後1年半経過しても運動機能異常は起
こらず、細胞死も認められなかった（2007
年日本神経学会ポスター）。 
 この結果から、本研究代表者はADAR2、は
グルタミン酸受容体編集以外の作用を通じ
て脊髄運動ニューロンに致死的な作用を及
ぼしているものと考えるに至った。ADAR2
の基質となるRNAはGluR-B遺伝子以外にも
他のAMPA型・カイニン酸型グルタミン酸受
容体遺伝子、セロトニン受容体遺伝子
（5-HT2c）などが同定されているが、これら
の基質の編集が低下しても細胞死に至ると
は考えにくく、このため未知のADAR2 の基
質が重要な役割をしているものと考えられ
る。 
 
２．研究の目的 
（1）ADAR2に結合する新規RNA分子の同定 
 ADAR2はRNAがループ状になった2本鎖
部分に結合し塩基置換を行う。本課題では
ADAR2の新規基質RNAの候補遺伝子を同定
するため、組織よりADAR2が特異的に結合
するRNAを回収し、その同定を行う。RNA
の回収・同定は脊髄運動ニューロンでは量的
に難しいと思われるので、ADAR2の発現が
多いヒト小脳組織を用い、免疫沈降法により
ADAR2に結合したRNAを回収する。これを
マイクロアレイを用いて解析し遺伝子を同
定する。この方法は既に確立されており
（Ohlson J et al, Nucleic Acids Research, 2005）、
複数の新規ADAR2結合RNA分子が同定でき
ると期待される。さらに、得られたRNAな
らびに産物であるタンパク質のALS患者脊
髄およびコントロール脊髄での組織分布、細
胞内分布をin situハイブリダイゼーション、
免疫組織学的手法により検討することによ
り、ヒト運動ニューロンで機能していること
が示唆される遺伝子を選出する。 
（2）候補遺伝子のRNA編集異常と神経細胞
死との関与の検討 
 siRNAベクターを用いて培養細胞（in 
vitro）においてADAR2の機能低下を誘導で
きる培養細胞株およびマウス運動ニューロ
ン初代培養細胞系を確立する。これらの細胞
に候補遺伝子のRNA編集型（Edited form）を
発現させ、細胞死が阻害されるものを選択す
る。 
（3）ALSバイオマーカーの確立 
 上記の基礎的な解析を十分に行うことに
よりADAR2機能を介した脊髄運動ニューロ
ン死のメカニズムに迫ることができる。しか
しながら、本研究では臨床的な検討を優先す
るため、同定遺伝子がヒトで実際に機能し、
その異常が運動ニューロン死をもたらすこ
とを確認することに重点を置く。これらの検
討により絞り込まれた候補遺伝子について、
患者・コントロール群末梢血リンパ球におけ
る発現量、編集・未編集率を比較しバイオマ
ーカーを確立する。 
３．研究の方法 
（1）ADAR2結合体の単離・同定 
①ADAR2結合RNAの分離 
 ADAR2は二重鎖を形成しているRNA部位
に結合するが、ランダムに結合するのではな
く、編集が行われるサイトに親和性が高い（
Klaue Y et al., 2003）。この性質を利用し、
ADAR2抗体を用いた免疫沈降法により結合
するRNA複合体を回収する。 
 材料としては、ヒト小脳組織を用いる。ホ
モジェナイザーを用いて破砕し、DNA分解
酵素（DNase I）で処理した細胞抽出液から
ADAR2を特異的抗体（N端もしくはC端に対
する抗体；Santa Cruz社）を用いて免疫沈降
法により回収する。ADAR2の回収率をウエ
スタンブロットにより確認した上で、タンパ
ク分解酵素（Proteinase K）処理およびフェ
ノール／クロロフォルム法を用いて蛋白質
を除去し、RNAを回収する。このRNAを用
いてSuperScriptII (GibcoBRL, Grand Island, 
NY)によりcDNAを合成する。RNAの分離お
よびcDNA合成の成否を検証するために、既
知のADAR2の基質であるGluR-B遺伝子、
Kv1.1遺伝子に対するプライマーを用いて
PCRを行い、回収されたRNAの中にこれらの
遺伝子が含まれていることを確認する。その
上で、得られたcDNAをマイクロアレイによ
り解析し、単離された遺伝子群を同定する。 
 
②同定したADAR2結合RNAの解析 
1）新規ADAR2結合RNAのヒト神経組織での
発現とRNA編集の解析 
 RNA編集はループ状になった二本鎖RNA
がalu配列内にある部位で行われる事が知ら
れており（Kim DDY, Genome Res, 2004; 
Levanon EY, Nuc Acid Res, 2005）、解析ソフト
により塩基配列を解析することにより、予想
される適合部位を検索することが可能であ
る。（1）で得られた新規ADAR2結合RNAに
ついて編集候補部位を検索し、ヒト組織での
発現・RNA編集の有無を検討する。材料と
しては正常小脳、正常脊髄前角組織を用い、
Trizol（Invtrogen）を用いてRNAを抽出し、
RT-PCR法により新規基質が発現しているこ
とを確認する。さらにRT-PCRで得られる産
物のシークエンス（ABI310）を行い、ゲノ
ムDNAと配列を比較することにより、編集
が行われているかを検証する。 
 RNA編集が確認された遺伝子について以
下の解析を進める。 
2）新規に同定されたRNA編集が行われる遺
伝子のヒト組織内での発現分布の解析（in 
situハイブリダイゼーション法および免疫組
織染色法） 
 正常小脳、孤発性ALS患者小脳組織におい
て新規候補遺伝子の分布、発現をin situハイ
ブリダイゼーション法により比較する。次に
脊髄組織を用い、同様に分布、発現を比較す
る。さらに、抗体が入手可能であるものにつ
いては直ちに正常・患者の小脳・脊髄組織に
おいて免疫染色を行い、タンパク質レベルで
の分布、発現についても解析する。また入手
できないものについては大腸菌で抗原蛋白
質を発現・精製するか抗原ペプチドを合成し
、ウサギを用いてポリクローナル抗体を作成
する。 
 1）2）により候補遺伝子が実際にヒト組織
内発現しどのように分布しているかを孤発
性 ALS と正常脳を比較して知ることができ
る。 
3）機能解析：細胞内でのADAR2作用の検討 
i）ADAR2機能低下を誘導可能な培養細胞系
、マウス運動ニューロン初代培養細胞系の確
立 (in vitro) 
 ADAR2の siRNAウイルスベクターを作成
し（BLOCK-iT Adenoviral RNAi Expression 
System; Invitrogen）、ADAR2 のノックダウ
ン（RNAi）を誘導できる培養細胞系もしく
はマウス運動ニューロン初代培養細胞系を
確立する。培養細胞は SK-N 細胞、HEK 細
胞、PC12 細胞、HeLa 細胞などから新規基質
の発現を RT-PCR により確認し選択する。
RNAi を誘導する前の細胞と誘導後の細胞か
ら total RNA を回収し、mRNA もしくは
pre-mRNA より cDNA を合成する。新規候補
遺伝子の編集部位特異的プライマーを用い
て RT-PCR を行ない、シークエンスを行うこ
とにより ADAR2 の RNAi が RNA 編集効率
に影響を与えるかを検討する。 
ii）ADAR2ノックダウンによる細胞死誘導に
おける新規基質のRNA編集の関与の検討（
レスキュー; in vitro/ in vivo） 
 候補遺伝子がADAR2によりRNA編集され
、その編集低下がADAR2ノックダウンによ
る細胞死の原因であるならば、編集後型（
Edited form）の候補遺伝子を発現させること
によりその細胞死を抑制できるはずである。
i）で確立したADAR2ノックダウン・神経細
胞死誘導系を用い、候補遺伝子の中からその
編集後型遺伝子の導入が細胞死を抑制でき
る遺伝子をスクリーニングする。さらに細胞
死抑制活性を持つものについては、連携研究
者（郭）が作成中のADAR2ノックアウトマ
ウスの脊髄にウイルスを注入し、脊髄運動ニ
ューロン死の抑制効果の検証を行う。この生
体内（in vivo）での解析は候補遺伝子がALS
における運動ニューロン死をもたらす原因
遺伝子である可能性についてより直接的な
示唆を与えるものである。研究代表者は抗
ChAT抗体（Chemicon）により免疫染色をす
ることにより、培養系ならびに脊髄組織にお
いて脊髄運動ニューロン死を定量する事に
は習熟している。 
 細胞への遺伝子導入効率やsiRNA設計の
問題でこの機能解析が計画通りに進まない
可能性がある。その場合にはバイオマーカー
の確立を優先するため、拘泥することなく臨
床検体での確認を進めることとする。 
 
（2）臨床的検討 
①候補基質の末梢血での確認 
 臨床的には末梢血を用いたスクリーニン
グが可能なバイオマーカーが有用である。そ
こで、候補遺伝子のリンパ球中での検出感度
を検討する。孤発性ALS患者群（10例）、疾
患コントロール群（他の神経変性疾患患者10
例）、正常群（10例）において末梢血を採取
しリンパ球からmRNA（もしくはpre-mRNA
）を回収し、既に同定した候補遺伝子特異的
なRT-PCRを行なう。これによりまず候補遺
伝子のリンパ球中での存在量を確認する。 
②患者・コントロール群間での比較 
 候補基質がADAR2による編集により、あ
る制限酵素認識部位が新しく生まれたり、破
壊されたりする場合は、RT-PCR産物を制限
酵素で処理することで異常編集の迅速簡便
な検出が可能となる。これにより基質の編集
率を群間で比較する。また、編集・未編集
mRNAの定量のために、タックマン・プロー
ブを使った定量的PCRを確立する。基質の発
現自体が変化している可能性もあるが、その
場合も本法により検証可能である。 
 本過程において 1 で得られたいくつかの
候補基質がバイオマーカーとして臨床的に
使用可能かどうかが明らかになる。ここで得
られるバイオマーカーは、孤発性 ALS の早
期診断に結びつくだけでなく、これにより
様々な病態が混在している ALS の疾患概念
を整理することが可能になり、系統的な治療
法開発への道が拓ける。 
 
４．研究成果 
（1）脳組織より ADAR2 結合 RNA 複合体抽
出法の確立 
 まずラット脳、マウス脳を用い、免疫沈降
法による RNA 複合体の回収効率、抗体添加
条件などを検討した。ショ糖濃度勾配を用い、
130,000 x g にて超遠心を行い、分画した。
これにより核分画を得ることができ、
79μg/g･brain の RNA を抽出しえた。また抗
ADAR2 抗体（E-20; SantaCruz）により免
疫沈降法を行った結果 1.8μg/g･brain の
ADAR2 結合 RNA を得ることができた。 
 ヒト小脳（正常）を用い、同様の方法で核
分画より RNA を抽出し、抗 ADAR2 抗体に
て免疫沈降を行った。その結果、Bioanalyzer
にて RNA 濃度が 25 ng/μl と 13 ng/μl の 2 サ
ンプルを得ることができた。またこれらサン
プルには既知の ADAR2 基質である GluR-B
ならびに kv1.1 が含まれていることが
RT-PCR にて確認された。 
 
（2）マイクロアレイによる遺伝子発現解析 
 マイクロアレイ･チップ（東レ３
D-GeneHuman Oligo chip 25K（ヒト全遺伝
子型 DNA チップ））を用い、得られた RNA
の発現強度を解析した。免疫沈降を行わなか
ったサンプルをコントロールとし、免疫沈降
を行ったサンプルにおいて、発現強度が上昇
しているものを抽出し、2 サンプルで再現性
のある 56 遺伝子を得た。 
 
（3）発現遺伝子のシークエンス解析 
 上記の 56 遺伝子の中より、その既知の分
布が核内であるもの 18 遺伝子を選出した。
RT-PCR を行い、cDNA をシークエンスした。
またそれらの遺伝子のゲノムデータベース
を得、先に得られた cDNA（mRNA）の配列
と比較検討した。 
 検討した遺伝子のなかでは、期待された塩
基置換を起こし、RNA 編集が行われている
と考えられる部位は同定できなかった。しか
し、今回得られたマイクロアレイによる遺伝
子発現情報は、ADAR2 の基質候補となるデ
ータベースを構築しており、今後の RNA 編
集機構ならびに ALS 発症メカニズムの研究
の加速を保証した点は重要である。 
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